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Розроблено ефективну схему імунізації для отримання гіперімунної сировотки проти вірусу каліцивірозу 

котів. Антиген вводили комбіновано підшкірно та внутрішньом’язoво з одночасним застосуванням іму-

ностимулюючого препарату «Імунофан».  

Проведено виділення глобулінової фракції білків шляхом висалювання сірчанокислим амонієм. Одержуали 

фракцію чистих імуноглобулінів G, що у два рази вище питомої ваги імуноглобулінів вихідної сироватки 
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1. Вступ 

Враховуючи важливість використання високо-

ефективних засобів діагностики каліцивірозу, науко-

вий і практичний інтерес представляє розробка спо-

собу отримання високоактивного та специфічного 

антигену каліцивірусу. Останній буде викоритстаний 

для імунізації тварин-донорів з метою одержання гі-

перімунних протикаліцивірусних сироваток. Вони 

будуть корисні для виготовлення лікувальних та діа-

гностичних препаратів для серологічних реакцій. 

Препарати внутрішньосудинних імуноглобу-

лінів, які одержують із плазми донорів, сьогодні ста-

ли одними із основних продуктів на світовому ринку 

завдяки їхньому успішному застосуванню для профі-

лактики і лікування багатьох інфекційних, аутоімун-

них і запальних захворювань. У дослідженні розгля-

даються процеси виробництва гіперімунної сировот-

ки та виділення з неї специфічних імуноглобулінів, в 

контексті їхньої вартості і виходу цільового продук-

ту, який має бути високої якості, а також безпечним. 

 

2. Літературний огляд 

Більшість імунологічних методів дослідження 

передбачають застосування імунних сироваток, оде-

ржуваних з крові тварин, імунізованих різними анти-

генами, при цьому активність останніх істотно впли-

ває на результати дослідження [1, 2]. 

Для отримання сироваток необхідно підібрати 

раціональну схему імунізації тварин. Під цим розу-

міють перш за все такі фактори, як фізико-хімічний 

склад антигену, доза, способи, інтервали і кратність 

введення антигену, загальну тривалість циклу імуні-

зації, застосування ад'ювантів та імуномодуляторів. 

Загальновідома залежність антитілоутворення від до-

зи антигену, що вводиться тварині. Рівень імунної ві-

дповіді організму залежить від дози антигену, який 

буде введений, оскільки занадто велика доза може 

викликати імунне виснаження організму, а замала – 

недостатнє імунне подразнення, що приводить до 

зниження титрів антитіл. При введенні великих доз 

антигену утворюються антитіла з низьким ступенем 

афінітету і їх синтез триває протягом довгого часу. 

Зменшуючи дозу, можна підібрати таку, яка буде ін-

дукувати синтез високоафінних антитіл [3, 4]. 

Результати вивчення залежності антитілоутво-

рення від кратності введення антигену свідчать про 

очевидну перевагу багаторазової імунізації перед од-

норазовою. Інтервали між ін'єкціями імуногену роз-

раховуються емпіричним шляхом, причому результа-

ти дослідів зазвичай можуть бути використані лише 

стосовно конкретного препарату. Простежується за-

лежність між способом введення антитену і рівнем 

антитіл в сироватці крові тварин. Основними причи-

нами цього є швидкість, з якою антиген поширюєть-

ся від місця ін'єкції, і ймовірність його проходження 

через лімфатичні вузли та інші органи імунної систе-

ми [1, 5]. 

Встановлено, що окрім шляху введення та під-

бору ад’ювантів, застосування різноманітних імуно-

модулюючих препаратів забезпечує підвищення біо-

логічної активності антигену та імунного статусу 

тварин- продуцентів гіперімунних сироваток крові. 

Вчені успішно використовували у своєму досліджен-

ні імуностимулюючі препарати, одним з яких був ко-

лоїдний розчин поліпренілфосфату із хвої ялиці 

(«Фоспреніл»). Встановлено, що останній підвищує 

природну резистентність організму, стимулює про-

дукцію інтерферону, інтерлейкінів (ІЛ–1, ІЛ–2), фак-

тору некрозу пухлин (ФНП), активність природних 

кіллерів і фагоцитоз [5]. 

ВЕТЕРИНАРНІ НАУКИ 
 



Ветеринарні науки                                                                                      Scientific Journal «ScienceRise» №4(33)2017 

  

 
7 

Використання імуномодулятора «Тималіну» 

сприяє значному підвищенню титрів специфічних 

сировоткових антитіл за рахунок зростання числа ан-

титілопродукуючих клітин в результаті стимуляції 

функції макрофагів і хелперних Т-клітин. «Циклофо-

сфан», який є класичним імуносупресором, також ак-

тивує макрофаги, стимулюючи фагоцитарну, цитото-

ксичну і супресивну (в відношенні головним чином 

Т-лімфоцитів) функції [6].  

Позетивні результати отримані при викорис-

танні імунокоректора «Імунофану» синтетичного ге-

ксопептиду, який впливає на зростання титру і три-

валість циркуляції специфічних антитіл [7, 8]. 

У дослідженні [9], одна і та ж кінцева мета 

може бути досягнута різними шляхами, але в будь-

якому випадку, схема імунізації, пропонована для 

виробництва, повинна відповідати певним вимогам. 

Головною з вимог є – можливість отримання сирова-

ток з досить високим титром специфічних антитіл за 

порівняно короткий проміжок часу при мінімальних 

затратах антигенного й іншого матеріалу.  

Враховуючи вище викладене, науковий і прак-

тичний інтерес досліджень представляє розробка 

способу отримання високоактивного та специфічного 

антигену каліцивірусу.  

 

3. Мета та задачі дослідження 

Мета дослідження – отримання високоактив-

них, специфічних гіперімунних сировоток проти ві-

русу каліцивірозу котів. 

Для досягнення мети були поставлені наступ- 

ні задачі: 

a) розробити раціональну схему гіперімунізації 

тварин, що включає підбір тварин-донорів, антигену, 

його дози, способу, інтервалу та кратності введення, 

загальної тривалості циклу імунізації, застосування 

ад’ювантів й імуностимуляторів. 

б) Виділити імуноглобуліни класу G з одержа-

них сироваток крові тварин-продуцентів шляхом ви-

ділення глобулінової фракції.  

 

4. Матеріали та методи досліджень 

Як продуцентів сироваток крові були викорис-

тані кролі. Антигеном при проведенні гіперімунізації 

служив ізолят К-2, накопичений в культурі клітин 

CrFK з активністю 8,5 ЦПД50/см3. Антиген був очи-

щений від клітинного детриту шляхом низькошвид-

кісного центрифугування суспензії (6000 об/хв., 

впродовж 30 хв); осаджений і концентрований суль-

фатом амонію, в подальшому очищений з викорис-

танням градієнтів концентрації сахарози та інактиво-

ваний формаліном у концентрації 0,2 % за темпера-

тури 37 °С і експозиції 72 години.  

У схемі гіперімунізації використовували  

12 дорослих кролів, обох статей породи “Шиншила” 

масою 2,5–3,0 кг, з яких було сформовано групи по  

тварини у кожній.  

Тваринам першої групи антиген вводили внут-

рішкірно в 5 точок по 0,1 см3. Тваринам другої групи 

антиген вводили внутрішньом’язово по 0,5 см3. Тва-

ринам третьої групи антиген вводили комбіновано: 

підшкірно по 0,5 см3 та внутрішньом’язово по 0,5 см3 

на 1-й та 21-й день. Тваринам четвертої групи вводи-

ли мікрофільтрат незараженої культури клітин (конт-

рольна група). 

Також тваринам вводили імуностимулятор 

Імунофан у дозі 0,2 см3 підшкірно у кожному циклі 

імунізації.  

Серологічна оцінка ефективності гіперімунізі-

ції проводилась в РН, яку ставили за загальноприй-

нятою методикою проти 100 ЦПД 50/см3 КВК [10]. 

З метою одержання очищених імуноглобулінів 

класу G з одержаних сироваток крові кролів провели 

виділення глобулінової фракції. Для цього з одержа-

них гіперімунних сироваток крові кролів виділяли за-

гальну фракцію глобулінів шляхом висолювання сір-

чанокислим амонієм за 40 % насиченості та гель-

проникною хроматографією на ультрагелі АсА-34 та 

одержували фракцію імуноелектрофоретичних чис-

тих імуноглобулінів G.  

Для розділення фракцій суспензію глобулінів 

вносили в колонку з ультрагелем АсА-34, зрівнова-

женням 0,01–0,02 М ФСБ, рН 7,2–7,4. Підготовку, 

упаковку колонки та гельфільтрацію проводили згід-

но настанови виробника (Pharmacia, Італія). Фракцію 

імуноглобулінів відбирали окремо, а далі осаджували 

сульфатом амонію при насиченні до 40 %, при експо-

зиції з останнім впродовж 30 хвилин за температури  

4 °С, з наступним центрифугуванням при 2 тис. об/хв. 

впродовж 30 хвилин. Від солей сульфату амонію су-

спензію одержаних імуноглобулінів очищали шля-

хом діалізу проти 0,01 М ФСБ, рН 7,2–7,4, впродовж 

12 годин. 

Кількісне визначення білка проводили за ме-

тодом Лоурі. 

 

5. Результати досліджень та їх обговорення 

Після апробації розробленої схеми гіперімуні-

зації (табл. 1) визначали титри антитіл до вірусу ка-

ліцивірозу на 14-ту та 28-му добу досліду за допомо-

гою реакції нейтралізації.  

В результаті досліджень антитіла вже були ви-

явлені на 14-у добу за внутрішньошкірного введення 

антигену та у тварин, імунізованих комбіновано вну-

трішньошкірно та внутрішньом’язово, титр антитіл 

складав 6,0 log2 та 7,5 log2, відповідно (табл. 2). 

 

Таблиця 1 

Схема отримання гіперімунної сироватки крові проти вірусу каліцивірозу на кролях, n=7 

Доба 
Доза, спосіб і кратність введення 

I II III 

1 0.1 мл в 5 точок в/ш 0,5 мл в/м 0,5 мл п/ш+0,5 мл в/м 

7 0.1 мл в 5 точок в/ш 0,5 мл в/м – 

14 0.1 мл в 5 точок в/ш 0,5 мл в/м – 

21 0.1 мл в 5 точок в/ш 0,5 мл в/м 0,5 мл п/ш+0,5 мл в/м 
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Таблиця 2 

Динаміка накопичення антитіл проти каліцивірусу в результаті імунізації тварин групоспецифічним антигеном 

вірусу каліцивірозу, n=3 

Доба імунізації 
Титр антитіл (log2) 

I II III 

14 6,0±0,8 5,8±0,8 7,5±0,7 

28 8,9±0,6 7,6±0,7 9,5±0,7 

 

Максимальні титри антитіл виявляли після че-

твертої імунізації на 28-му добу у тварин першої і 

третьої груп 8.9 log2 та 9,5 log2 відповідно. У тварин 

другої групи, яким антиген вводили внутріш-

ньом’язево, титр антитіл був найнижчий і складав 

5,8–7,6 log2.  

Сироватки крові тварин контрольної групи бу-

ли негативними (рис. 1).  
 

 
Рис. 1. Динаміка зростання титру антитіл 

 

Таким чином, застосування в схемі гіперімуні-

зації імуностимулюючого препарату «Імунофан» у 

комплексі з культуральним антигеном дало змогу 

отримати гіперімунну сироватку крові з високим ти-

тром антитіл до вірусу каліцивірозу.  

Отже, проведені дослідження на кроликах 

дають можливість констатувати, що вони є оптима-

льними тваринами-донорами для одержання сиро-

ватки, які забезпечують високий рівень антитіл, 

простоту проведення та технологічність процесу 

одержання. 

Також доведено, що комбіноване внутрішньо-

шкірне і внутрішньом’язове введення антигену тва-

ринам-продуцентам забезпечує кращий ефект при 

отриманні гіперімунної сироватки проти каліцивіру-

су, ніж застосування одного з них. Внутрішньошкір-

не введення антигенного препарату значно зменшує 

об’єм використаного імуногену та скорочує термін 

гіперімунізації.  

В цілому була розроблена технологія одер-

жання гіперімунної сироватки проти вірусу каліциві-

розу, яка полягала у комбінованій імунізації кролів 

шляхом введення антигену внутрішньошкірно та 

внутрішньом’язoво, що дозволило отримати гіпері-

мунну сироватку з титром антитіл 9,5±0,7 log2. 

З метою одержання очищених імуноглобулінів 

класу G з одержаних сироваток крові кролів провели 

виділення глобулінової фракції.  

У результаті проведених експериментів була 

розроблена методика виділення та очищення імуног-

лобулінів, принцип якої включає наступні етапи: 

– центрифугування сироватки при 2 тис. об/хв. 

впродовж 20–30 хв.; 

– дворазове переосадження сульфатом амонію 

40 % насиченим, при цьому щоразу осад видаляли 

центрифугуванням. Після третього висалювання, ро-

зчиняли фосфатним буфером рН в об’ємі, що складає 

10–25 % вихідного об’єму сироватки. 

У фракціях, що одержані з гіперімунних сиро-

ваток шляхом осадження сульфатом амонію та гель-

проникною хроматографією визначали загальний бі-

лок за Лоурі та специфічні імуноглобуліни в реакції 

нейтралізації з наступним розрахунком питомої ак-

тивності антитіл в 1 мг білку. 

У фракції загальних імуноглобулінів, одержаних 

після преципітації з специфічною сироваткою сірчано-

кислим амонієм насиченим до 40 % з наступною гель 

проникною хроматографією на ультрагелі АсА–34, пи-

тома вага імуноглобулінів на 1 мг білкового розчину 

була вдвічі вищою у порівнянні з вихідною сироваткою.  

 

6. Висновки 

1. Була розроблена раціональна схема гіперіму-

нізації тварин що включає комбіновану схему, що поля-

гає у внутрішньошкірному та внутрішньом’язовому 

введенні антигену, з інтервалом між імунізаціями 7 діб. 

Застосування у схемі імуностимулюючого препарату 

«Імунофан», який забезпечує стабільне одержання ви-

сокоактивних сироваток крові кролів проти вірусу калі-

цивірозу з активністю в РН від 6,0 log2 до 9,5log2, які 

можуть бути застосовані як з діагностичною так і ліку-

вальною метою. 

2. Розроблена технологія виділення імуногло-

булінів класу G з одержаних сивороток шляхом пре-

ципітації сірчанокислим амонієм та гельпроникаю-

чою хроматографією. Встановлено, що питома акти-

вність очищених препаратів у два рази вище питомої 

ваги імуноглобулінів вихідної сироватки, що має ва-

жливе значення для вдосконалення технології одер-

жання імуноглобулінів для виробництва діагностич-

них та лікувальних препаратів.  
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